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dsklは燐酸化タンパク質であり、種々の細胞周期変異株でその燐酸化状態が変動する 1 2 
細胞周期特異的な出:klのバンドシフト 1 2 
In vilroでのおklのタンパク質セリン/スレオニン/チロシンー自己燐酸化 1 4 
dsklによるinvitroでのミエリン塩基性タンパク質駒田P)の燐酸化 1 6 
dsklの過剰発現によりG2期から分裂期への移行が遅延される 1 8 
分裂期停止した細胞におけるdsklキナーゼ活性の上昇 2 1 
野生株、 G2期停止、分裂期停止した細胞でのdsklタンパク質の免疫蛍光による細胞内局在 2 2 

























































and Beach， 1988;Hagan el al.， 1988)との会合及びcdc2プロテインキナーゼのATP結令部位
内の15帯自のチロシン弘)，1;-のj悦燐様化が必須である。 weel/mik1フロテインキナーゼは
この部位の;燐酸化を担いcdc27・ロテインキナーゼの活性を負に制御する(Gouldand 
N urse， 1989;Featherstone and Russcll， 1991 ;Lundgren et al.， 1991 ;Parker et al.， 1991)0 ・万、
cdc25プロテインチロシンホスファターゼによる脱;燐般化はlEにiulJ{iIJする(Russell and 
Nurse， 1986;Gautieret al.， 1991;Kumagai and Dunphy， 1991)0 cdc27・ロテインキナーゼの活
性は分裂WJでピークに述し、ヒストンH1，ラミン(Wardand Kirschner， 1990;Pcler et al.、
1990)匂;の核タンパク貿の議般化をはじめ、分裂JJでおこる杭々の121主役化を導くマス
ター凶子として機能する。
wild type dis1-dis3 
くd 〉 Cぷ 〉. . # 
くt事〉 (色、 )(" ) . . . 
識) くt 一う争二〉
l辺lA:野生f，J;とdis変YU米における分裂JUの比校
制かけは段色体、朴lまスピンドJvo dis変県松では変JI~ した:本の決色体がスピンド Jレイllirkによって極
)jlilJに不均等に配l1'i:される(OhkuraCl <1.， 1988)。
分裂両手(:):csdis J変 Y付1;は分裂JUJ に欠111 を J11 った d<:J)U~~ をぷすo 非許可半ilûU立で、染色体
は凝給して、スピンドルは形成、イ11えするが染色体は分縦しない(OhkuraCl al.，1988)(図
的。ジドl;'f符7fnU立下csdis J金沢料、ではcdc2キナーゼjmfijまJニダi-しておけ守されることは
(Kinoshila el al.，I991 )、 csdls I変ylS株は分裂JUJへ逆行するか、そこからI¥JUJへ移行できな
いことをぶ唆するものと与えられる。日IjのぷJ)U~~! は人 I ~ミニ染色イ本を ;;'r符 jillij主ですら ifJ
















にこのような分知がなされた(Hankser al.， 1988) しかし、 G2WJから分裂JVjへの進行を
f!に制令Jするweelプロテインキナーゼをはじめ(Featherstoneand Russell， 1991)、故近のい
くつかの報:!?は_JiJIの水般化アミノ酸(チロシン、セリン、スレオニン)を燐酸化する新
しいクラスのプ íp'~.n'M~LCdual spccific)プロヤインキナーゼのイ:{イ1:を示唆した(reviewedin 
Lindberg el al.， 1992)。
逆に、 j悦鋭阪化を?IlうM-:点、プロテインホスファターゼも大きく;純(プロテインセリ
ン/スレオごンホスファタ ゼ、プロテインチロシンホスファターゼ)にう土鋲される
(Cohen， 1989)。プロテインセ 1)ン/スレオニンホスファターゼはJMf特知性、 一価陽イ
オン安:求't'1.、 1~ll;!決IJへの!必'立.'t!j:から l型、 IIA刷、IlB担、 IIC)r，~!の IJLI種に分知される
(Cohen， 1989)。分裂故村.では1}~，!プロテインホスファターゼはdis2+，sds2r.i立{ム:{-によって
コードされており(OhkuraCl al.， 1989)、IA)fj'.!プロテインホスファターゼはppaJ+，ppa2+i立
伝子によってゴ ー ドされる(Kl1oshitael aI.， 1990)。これらの辿伝子の欠失あるいは変異
は細胞j副知j進行に欠如をしめす。分裂~i1:ドJ:のプロテインチ u シンホスファターゼはcdc2
7 ロテインキナーゼにヰH'~，的なcdc25 プロナインチロシンホスファターゼをはじめ
(Russell and Nurse， 1986)、Pypr，pyp2+，pyp.r.i立伝子jこ(MilJarel ，1_、1992;Oltilc Cl al.， 1992)によ





cs disl-288~に)'，~， を 111il日するゲノム DNAItH)'1-(...クローンするこ少でdis1ワliイ去子を ììi~ifr し
ようとしてきた。そのi12i!で、八イ'，¥1のマ jレチコピーサプレッサ-iii伝チを1ji湖f;した












ORF(open reading framc)があることが分かった(凶1で矢印でしめされている)。その f似
されるアミノ酸配列は544ぬ基(予想分了":;:-61.071Kd)からなる(図2)。ニJ';.~t される開始コ
ドンの近傍上流に同じ;沈み什で終始コドンが含まれる。 コー ド領域内にはイントロンの
コンセンサスはないo 1fl制に必須なNdeI ，Sacl，M 1 u1制限M-紫部位はコ ー ド領域内にある
(図2)。プロテインデータベースの』会索からHI々 のプロテインキナーゼとの相同'性がIYJか
になった。すなはち、フロテインキナーゼの制湖町|行、k手形成する111，'jのサブドメイン共
通配列を持つ(図3)。このili伝 jこをQ_isI-suppressing kina-;e 1ということからdskl.と名ずけ
t.:o dsklキナーゼの削!似部位はプロテインセリン/スレオニンキナーセ(1lanks et 
aJ.，1988 and 1991)に類似't'I:をぷすが、以も1:-JjU14日向性をぷす出芽酔(，):Y AK 1 (Garret Cl 






サ一手lf! .iぷはdskl の機能に必~Stではな、、からしれなし、。 しかし、後述するが、このスペー
サ -~Jifli主はdskl の核i人j拶行に|月 U-するらしい。 また、やナー ゼサブドメインVJI のDI~G
保存配ダuがDLGとなっており、同じfi"e換はヒトweel(Igarashiel a l.， 1991)、総とL~
daf-1 (Georgi el al_， 1990)に比られる。キナーゼドメイン以外のCAU;ωI11のアミノ酸配列と
有志なみ111'ij性を示す日正文11 の配列は倹，'1\ できなかったが、 NAJ;むのMGSDGSSはよ.42?;ょ~{奈
生物のミリスチンF主イヒのコン七ンサス配ダIJ に {II~ する (Gorùon el a 1.， 19り1) 
dsk(コード領域をJ'J いたゲノムサザーンハイブリタイゼ ションは絞い条刊:でむよJ';.先立








ACl'AAAAA1'ACnCl'CCA:t'ACCC主Al'Tl'A'tAACCAGλACAAACAAC孟ACAACAACGAAGGλAl"l'GGl'Gl' A -84 
Tl'CACA1'Al'Cl'CAGAl'ATTTrAA'l"1'1:A.AGA.GGG"CGG.TCA1'A1'CAGl'AG'l'l'TCTl'CA1'ACCGGGCAGC -14 
CA.GCCAnτTCAAA1'GGCAAGl'GACGGGTCGAGl"rTG"rCACC広AAAGTCl'CACAACCGGGACACACl'GλA 57 
M G S 0 G S S L S P !t V S Q P G B l' E 19 
nhIIIl 
Al'AGl'TCACCATCl'CAGTCAAAAGGTCA:l'CACGAAl'GCA""""II.1'Gl'1'AAl'AAAAA.GGl'CAA1'TCTmG 
1 V 0 B V S E X V 1 T N G !t N V N !t X V N S E V 
gcomplazaen 










TAGACGG" " lIlIIU;CATGG'l'GGAAAAGGTAAAAACGCACGAAGAAAATGCA.GAGGACl'UCACl'A:rGGTCG 
o G X S M V E X V X T B E E N A E 0 Y B Y G G 
ATACCACCCAGTCTACAl'TGGl'GAAGAUl'TCAl'CACCGTCGATATCTCGl'TGAA.AGAAAAl'TAGGCTGG 
Y B P V Y 1 G E E F B B R R Y V V E R X L G W 
NdaI 
GG孟CAl'Tl'TTCAACGG'l'l'TGGCTTGCATATCA:rCCAGCl'GCCAAACGGAGAGl'AGCl'TTGAACCTGGTGC












S A E B Y R E T S 1 0 E 1 R 1 L Q X 1 R E G 0 
CGAAAAGCAl'TTGGGCAAAAAGCATATCATl'TCl'l'TGCTCCATTATTTTGTGCATCGTGGTCCTAATGGλ 
EKR ， YKH ~:円ソ v ~ H R G P N G 
Sacl 
GCTCATCTCTCTATGGTATTCCAAGTTCl'CGGTGAGA且.TCl'TTTAAGl'TTCATACAGTCTJACGGCCAl'C











G V P V G 1 V K Q 1 A Y Q L L 1 A L 0 Y L B R
EcoT221 
AGAATGCGGGATCATTCATACTGATCTTAAACCCCAAAATGTTTTAATATGCATTGATCAGGATGCCTTG 






















T S T L S R F P S L E G A V S E 1 S L R 0 S Q X 
8paI 
AGCATAATTCl'CATCCl'AATTCTCCGTTTTCTAGTGGAGATAATTCl'Cl'TATACTTGATGGTGl'l'AACGG 1037 
B N S B P N S P F S S G 0 N S L 1 L 0 G V N G 346 
MluI 
TTCTCAGGAACCCGTTCCAAAAAl'CACTGl'TAAλATTGCCGATCTCCGTAACGCGTGCTGGACACGGAAG 1107 
S Q E P V P K 1 T V X 1 A 0 L G N A C W T R K 369 
ACACTGGTTATACAGCCAAAGCTCCAATTATTAAACGTGGCCAATCTGTAGATAACTCl'GCCCAAGAACG 
T G Y T A K A P 1 1 X R G Q S V 0 N S A Q E R 
CAAGACATTTGcþ lI"""~CCAACTAAGAATTCTAAGCCTGCl'GGCCAGGTCATTCCTAGCAGTCCl'TTT 










日 F T N 0 V Q T R Q Y R S P E V 1 L G C R W G A 393 
Cl'l'CCGCTGATTGCl'GGAGl'TTTGCCTGT ATCA TTTTTGAA TτGCTAACCGGCGA TT ACCTTTTCGA TCC 1247 
S A 0 C W S F A C 1 1 F E L L T G 0 Y L F 0 P 416 
ACGGAATGGGAATTCTTATTCTAAGGAGGATGACC且CATTGCCCAAATTATTGAGTTATTGGTTAATTAT 1317 







-/ー CCTAAGCAAATGGCACTTTCAGGAAAGCACTCCCGCGATTTATTTAACCGTCGCGGTGAACTCCGAAATA 1397 
P K Q M A L S G K B S R 0 L F N R R G E L R N 1 493 
TTCATAAATTGAAGTl'TTGGCCTTT AAAAGA TGTTl'l'GGAGCAAAAA TACCATTTl'l'CAGCCGAGTTGGC 1457 
8 X L K F W P L K 0 V L E Q P: Y 8 F S A E L A 486 
TCT "0" I.TATCAGACl'TTTTATCTCCTATGTTAXGTTTTGATCCTGCCAAGCGAACCAATGCTGGTTAC 1527 
Q Q 1 S 0 F L S P M L C F 0 P A K R T N A G Y 509 
ATGAGCAATTCTCCATGGTTGCGCGAAGTGGCl'GATCCTACGTTCAAAATCGAGACTACTGGAGCAACCG 1597 
M S N S P W L R E V A 0 P T F K 1 E T T C A T G 533 
GTGAAGATGTACCCGGATGGGCTACTGAAATTCGTTAGTGTTTACCTTGATATTGGTTTTGAAGCGCTAG 1667 
E 0 V P G W A T E 1 R . 544 
EcoRV 


























-- * * *.・.-.. . 合**** * * * dalt1 63/YGGYRPVY工GEEFHB.RRYVVER紅.GWGHFSTVWLAYD-RAAKRRVALKVVRSAEHYR.KTS 
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dskl.出芽酵母YAK 1 (Garcl elal. 1989 and 1991).マウスCLK/STY(Bcn-Davidel al. 1991 ; Howel Cl al.1991) 
のアミノ酸比較。同一アミノ酸は・で示されている。 I-X1はキナーゼ触媒 ドメイン(H加 kset al.. 1991)。出kl
のスペーサー配列も示されている。点はセリン、スレオニン残基0 ・、+はそれぞれ酸性、塩基性アミ ノ酸。
MAPキナーゼのコンセンサス配列(C1ark-LewisCl al.. 1991)に相当するセリン残基を白抜きで示 した。
7 






レーン 1-3は分裂喜子母野生林のゲノムDNA。レーン 4ー7，j:出:!3~M母野生株Sp l のゲノム DNA。 レ ー
ン1と4、レーン2と5、レーン3と6は、それぞれ制限併京EcoRI.HtndIII.EcoRI-llOdI!I切断した。ハイ
プリダイゼーシヨン(6xSSC.5xDenhart's.1∞μg/mlssDNA)は50CC.一局夜わない、洗浄は2xSSC.O.1 %S DSで




dskl遺伝子破壊株は生育できる a Insertlon \、~
H c ~ 口 一 む H 
3.0 
c p ζユ
/  c=コ Gー -E 48 
b deletion ura4 
qfjt\ ~f 矛___. " 
c '一p・に〉一〈一エ G 
4.1 
c 
2 3 4 5 6 7 
48p， ， 司・・v41 
司園F明l・園EE，F 、d‘4830 )1惨 さ 昏 “4.1 
』
"'i( 3 0 












































胞を形質転換した。破泌された造伝子は二倍体二光女TP6D(h・/h・Icul/1cu 1 his2/+ ade6-210/adc6之16


















6dsk 1 wild type 
も わ
. " . n:i . ~ 
d qグ モド lφ ぷ
人 00 4ρ ぷp







































































4hr 20 60 100 ト-・ー 260C 
Time(min) 
140m;n 
o 4 8hr 20 60 100 140min 








た。 (c)33 'C、 YPD培地で培廷したnぬ3-311変氏一株を 20'C(lUU脱出JJO~こ移して、 8時間培挺後、再び33"Cに以
した(矢印で示した)。ぶされた時Itlで細胞を集めて、抽出液を利根、抗dskl抗体でイムノプロットした。








































した(クーマシー染色仰18bの在パネルにぶされて吋) 0 bdsk 1は日除核化されるが












，^cy ，~' ~()' 































CB 32p -bdsk1 
r~J 8 :むklプロテインのinvlro自己燐酸化
(a)分裂貯母出kl免疫複合体をr_32P_Aγp存在下で保jRした。それらをSDS-PAGEして、抗dskl抗部でイ ム
ノプロット仏Jパネル)、オートラジオグラフィーした(N下パネル)， t:.dsk l，dsk 1泣伝子破境株;wd~fli: 
拡 ;Ipdsl-.I，マJレチコビープラスミド阿武lをもった野生拡:; IpADH(dskl)，dskl'遺伝子を過剰発現するプラス
ミドpADH(dskl) をもったt::.dskl 体。 32P謀議された出kl プロテインをな気ilk~JJ でゲjレから抽出して、酸力~lÌく






















であったo 一核の細胞の174合は、 0時Il\J て ~W% ， 12時間で90% ， 14時 Il\j で 98% と i哲加した。
同時に、分裂知j指数はOi1411jでの12%からはH寺!tuでの]%に減少したョぢしチコープリン抗
体TAT-l(Woods el a)" 19H9)による免疫蛍光像はイQ'1乏した出1胞が細胞質微小竹を持つこと
を示した (I~IIId，右パネlレ;NノTネルはliJじt:1I1J包のDAPI糸色)， スピンドルを持った分裂1VJ
細胞は14!iSlmではほ ζ んどf必然されなかった(2%以内。分裂fif[:j:ADIIプロモーター
(Russell and Hall， 1983)もこよってNMTプロモーターより緩和な巡剰発.i)!をヲるプラスミド
pADH(dskl) をもった町吃1=.1~~も G2DNA合 !11; をもったー核でイ"1長した表現引をしめした([~I
1Ie，ADHでしめされている)(野生林の平.t~)I .4i ì" d。しかしながら、 jl-~'，:;~.な大きさのコロ ニ
ーを形成したロ
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凶 12 : dskl~訴1J究現株のFACSc加分析
4hr 
cdc旬






プラスミドpNMT(dskl)をもった~lf'J.1 {.止をチアミンの入っていないEMM2j.;，~.j也で 1[~1\i: した 収益GiJ始後、
12，14，161時I:Uで細胞を失めた。ピークの仏間がわずかペ移動するのは創IJ泡ftlilミγよる G20NA令公の梨!l




































弱かったので、マルチコピープラスミドpDSl13・6 を型f.~l.紛、よ導入した。 ~114a (Wt / 
p(dskl))にしめされているように、多くの細胞では細胞質の免疫蛍光が皆i~r.:であった(右
パネル)。しかし、分裂jtfJ細胞(ん:パネルのDAPI染色像で矢印で、しめされている)は、細





















C . w 
ふdsk11p(dsk1・sp)
d 
o ‘ • • ‘ 
• も • 
• ー -・
1・ . 
~ ~ ‘ . 、












cs dís1変災と llA~プロテインホスファターゼ(ppa2) 、 dsJ...lプロテインキナーゼの関係
cs dis1変民一はppa2.:ill伝子欠失(dppa2)によって相却される






ことは、 sds2}+:i立伝子戸付加が低活't/lの 1t~~! プロテインホスフアターゼであることで説明
される。
驚いたことに、 csdisJ変呉はJIAJ~~! プロナインホスフアターゼの主~な活性を:tf! う
ppa2+i立伝子の欠失(dppa2)によって相補されることがわかった(-}<.2)。しかし、低活性の
I1A型プロテインホスファターゼppa1. ili伝子の欠失(L¥ppa1)によっては相補されな ¥;¥0
i1ppa2ldis 1-288こすL変異414のキ111)泡長は低i1，'t(20'Qで、すら i1ppa2変j'441ミと士~~似して、 ~!f'生柄、
より丸い([災115)0 !ii~こ、 cs i1dis I変兇(穿!.flIiJ 修IY13)も(jp pa 2t<_ ~'11 によって部分的にifllilil さ
れる。この説象の原因として、 1. dis 1変W，がIIA~~! プロテインホスファターゼの活性j'，!，
7;i-を引き起こし、従って、ヰ:24な活性をすI!うppa2+jli伝子の欠失によってその影4・1を和




























法2: dlS/~主持株と杭々のプロテインホスフアタ-1;支持拡とのこ '11 会11拡
csdisl 288変災株と村々のプロテインホスフアターゼ|辺凶変民拡のうと配は、まず30，Cで}}t合させて、 33.
C、YPD沼地1:で四分子解析Iたo wcc 1-6，cdc2・ 1\\ ，cdc2・3w(l\:ur~and Thunau¥， 1980)との交配は、ま t26，C























10 -1 ・・・圃置彊 I 10 
。:-，. ，. ，-，-，-，-，.，- .I 0 





5 6 7 8 1 10 1 1 12 13 14 15 16 17 18 192021 5 6 7 8 9 1011 12 13 l'‘15 16 17 18 192021 
lまI1 5 : 'r_!"生体、 CSdl~ 1 変j'U牛、 ðppa2変 Y〈林、 C~dlリムppa2二重変jt件の細胞1.:i7fイI
























l:wild type + + 
2:cs dls1 + 
3:dppa2 + + 
4 :ddskl + + 
5:dppa2ddskl + + 
6:cs disldppa2 + + 
7:CS dls1ddskl + 
8:cs disldppa2ddskl - + 














般 Pattersonet al.， 1986)につぐ大きなものである。分裂酵母dskl免役複合体及び:j()場Uiで
作成したbdsklは川ωでミエリン塩基刊:タンパク負(¥I1BP)のセリンを強く，そしてスレ
オニンを弱くリン般化する c MBPはMitogen-activatedprotein (MAP)キナーゼ(reviewedin 
Pelech and Sanghera， 1992)のinvitroでの良ρ恭弘であ・)、 inVIVOでの燐酸化部位と同じ97
~自のスレオニンが主に燐酸化される (Ericksonet al" 1990) このことは、 dsk1キナーゼ
と MAPキナーゼの鋭際化株式が以なることをさ:味する。分裂~.{:):dskl免疫私令イ4':及び
bdskl はinvitrol:1己燐酸化によってセリン、スレオニン、チuシンをリン酸化する o dskl 
キナーゼは三和[の水般化アミノ阪(セリン、スレオニン、チロシン)を焼成イヒヲる新....-"、
タイアのの二[f特異判Lプロアインキナーゼ(dualspecific protein kinase)(しindbergel al.， 1992) 
に分矧されるのかも知れないo dsk1キナーセ ζ 同 v川、モロシーや νめす既知のプロアイ
ンキナーゼはない。しかしながら、 dsklキナーゼと27%(331アミノ出支rl)のホモロジーを
しめすプ]t~，S:呉竹プロテインキナーセごあるマウスCLK/STY(Ben David ct al.， 





二ゼで似1-されている苅1;1のR(Hanksel al.， 1989 and 1991)がTでir;換されている。




徴のいずれかを ~I日iたすことが条1'1: になるからしれない(似1I 日， 19)<. 1， _:¥，・ナーゼ触媒ドメ
インVIllのRxYRapE州立のアミノ成、叩:たいてい幻フニン、プロリン) 2，キナー
ゼij1!似ドメインVlbのhrDIKpeN (h，r，l，p，じたいていはそれぞれ、ヒスチジン、 TJレキニー /、
ロイシン、フロリン、グルタミン成)配ダIJ 'I I 、 2if~1の伐よらある v、は7殺1=の政込1.，:i.J{ [1 I.t'!: 
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ナーゼキナーゼ(Alessandriniet aI.， 1992;Kosaka et aI.， 1992;Rossomando ct aI.， 1992)で、 E手
付ではFUS3，KSSI/STE7、spkl+/byrl +(Caims et aI.， 1992;Crews et aI. 1 992;Gartner et aI.， 
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1~ll S :二m糾民t'i".プロナイン斗ナー ゼの比牧
注 :~I{ぷさ 1・~(:IJ. 1 2 1'，\1 のプrJテインキナーゼでC誌がされている伐)，~ λ;丈'{ニは
二m~S=~'(~1:プ(Jテイン々ナーゼの条nと思われゐ低投。 pskcon，plkconはそれぞれ
プロテインセリン/λ レオ二ンキナーゼ、 jrコアインチ・口シンキブーピのコンセ
ンサス配列。 大文中;立光会に保存さ.1.. て L目 、る伐~k 小文'i:はほぼ保存れわている
成主主。拠出的なブnテインセリン/スレオヱンベナーゼの例としてヒ λcAMP依
存む;フ・ロテイン止 .---EcA~lPa (Maldon以10and Hanks， 1988)を)j'-:.:f七 wccl 
(Fca山crsloncaml Ru¥scll. 1991)， mik1 (しundgrcnCl al ， 1991). CLK (scn Davld Cl al.， 
1991 :Howcll Cl al.， 1991)， ERK 1 ，ERK2 (Scgcr Cl al.， 1991)， KSS 1 (Ganl1cr Cl al.， 1992)， 
byr 1 (Crcws Cl al.， 1り92)，STE7 (Cairns Cl al.， 1り92)，MCKI (Dailcy Cl al.， 1990)， 


















から、 dsklブロテインのinvivo燐酸化部位は複数あり、 C_，j~~IIJ に主要なきIS位があるかも
女11 れない(~120)。七リン、スレオニン、プロリングえj主に山むスペーサ一手m;或(図3)カ王lI1
¥ i¥o)if:酸化されているかはわからな w、ロスペーサー領域にほMAPキナーゼによる;燐酸化
コンセンサス百EダIJ(1)λsrrp;x.;i j~tE'性あるいは司l'性、 Clar"'-Lewisel al.， 1991)カf一つある。
cdc2プロテインキナーセによるが民主化コンセン手スM列(S(TPxz;xはしはしば極性残恭、
zは:fli)，~ 't~1:)はない 分裂Ml:j:ωc2プロテインキナーゼの1671fi !.Iのスレオニン残基
(Solomon ct al.， 1992)、マウス、アフリカツメガエJレp42MAPキナーゼのそれぞれ183番目、
188森口のスレオニーン伐必(Payneet al.， 1991;Posada el al.， 1992)のinvivo燐酸化は、キナー
ゼNd'l:n体に必~J1である。 dskl の372悉 H のスレオニンぬJんはこれらの残誌に相当する
位i':I'にあるので、 dsk1のinvivo~非核化部位で、ある可能性が出い(1:iZ121)。スペーサーを欠
クごしたdskl プ Ur インはシングルバンドとしてJ食，'1\ されるので(1~122 、 レーン5)、スペー
サ -~f!.i&の J ンフォメーションむ SDS-PAGE 卜，の 1\ ンドシフトに市:ij- しているのかもし
れないロ dsklのin¥'lro r I e新政化では検/1'，された燐械化チロシンはinvivoでは検出され
なかった。この似 Il~ は 19J かではないが、例えば、 III VIVOでは1MTがdsk1に近接している
ために、チロシンタUJJ に対-する I~I 己採般化がJfM{ されているのかもしれない。図22に示
すように、スペーサーをタひ、たdskl の I~I 己;祈般化際訟は完全な dskl の25%位であったD
予備的災験から、これら二純ののk1 プロテインの~1BPを燐酸化する触媒活性自体はほぼ
同じレベルである亡ルから、 dsklのin¥'ilro I~I 己1ifr~イヒの iiiZ? な古ISf立はスペーサ-領土或に
あるかも I れないロ I Il1 ~J ATP，25mM :-"1gCI2{{拍子ド、一II\~':1I't]以上のfJi;jillですら(Haysteadet 
al.， 1992)、In¥'lro IFIニケ肋械化のみで4バンドシフトは倹，'1，できなかった。





ピデー ρ q戸、 (."<-~ (.'¥ 0.c、Ae，、、〆 ノ②
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d.dskl株(レー ン 1)、完全なおkl・遺伝子を合むプラスミドpDSI13・6(p~出kl))をもった&出kl株(レーン 2 )、
C末端側を欠失したdskl'遺伝子を含むプラスミドpDSI 13-8(p(dsk l-c)，40 Kめを持った&也kl株{レー ン3)、ス
ペーサー領域を欠失したdskl'遺伝チを合むプラスミドpDSl13・9(p(dskl-叩)，48Kd)を持った.dd<;kl株(レー ン
4 )を32p無機燐酸を含んだEMMl培地で培饗した。 32p掠識した細胞抽出液を調整後、抗dskl抗体で免疫沈
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一七、タンパク質ホスファターゼとホモロジーをiJミさない(KurookaCl al. ，n~伝üQl)O disl 
タンパク質が;燐酸化されているかどうか、その炉政イヒがdsklによって制御されているか
どうかは今後の研究対みとなるだろう。 csdis lodsk 1 屯変異株は許待出j立で生育でき
ること、マルチコピー dskl・がdis1"泣伝子の欠失公民(csodisl)を相補することから、
dis 1・i立{ぶ[-とdsk1" il1ぷ[-はその必須機能を主位しておらず、 dskJはcsdis 1変興をパイパ


















G2 C:>M e> 
B 
Wi ld type interphase 
G2-arrested cdc2S 
。 5 10 15 20(μg/m1) へ叫ごf得.f:~~議E詩選型'三R符宅榊湾洩総蕗l~ ;~ Wild type mitosis 'jl き~ ++ ++ ++ ++ 門-arrestednuc2 ++ 
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weel-50cdc25・22に刈・す る bwsit!; 't~1・ (Booherel al.， 1989)、cdc2-3wwcel・50のmIlouc

























がdsklの燐酸化型と会合するのかも知lれない1 正常な細胞刷;~}のH\JWJ と分裂}羽子、 dsk1
のバンドパターンに微小な変化を検出したが、移動伎の小さいバンドが間期と分裂期に
おいて、抜合体形成能を合め[1'1-のものかどうかをrJ'べる必要がある また、 t九k1自体
がNLSを持っていて、燐般化引が彼へ移行で当るのかも知lれないo 1¥ LS d:. SV 40 T}iUJAに
代表されると止JL性アミノ般のクフスター、 PKKKRKVのような単純なものと(Dlngwall
and Laskey， 1986)、.:.+1 'ttl:、すなはち、ぺつのJ;¥K.)b性アミノ般のあとに約10アミノ段が
私き、吏に5アミノ段rjJ少なくとも3アミノ絞がit;基性な配列が続くむのがある(Robbins
et aL， 1991)0 dskl プロテインにはグリシンループ(ATP払令部位)を扶んだこ相性のNLS~こ
相当する配列がある([主124)。この配列はホモ口ジーをしめすYAKI，CLKキナーゼにはな







































テム(Wcinc口andHanwell， 1990) (こ幼似している 仇klキナーゼの細胞IliJlVJでのtit能を理
解するうえで、 dskl キナーゼを制御する因子の同五がm~ と忠われる。
lTA~~'-j ブロテインホスファターゼと dskJ キナーゼの以応はcs disJ 変災に閲してあ日抗する
cs dis 1 変)'(:によって、 I)r;~!， 11八 )~II プロテインホスファタ ー ゼ前官1:. に変動があるかどう
かはIYJかではない。しかし、 csdis20W!プロテインホスゥ γターゼ)変災も、 csdis1U1E}F 
iW (:):SIT4ブロテインホスフ/ターゼ問)ili1.:1 rSSD) ホモ口ーグ)変災む、 c~ dis) 変~tlいこすli
似した必.gH~~! をしめすこと、そして、 これう 二石『のdJハ~ぎゑ変LE乞υ=仁す.J災j
ことは、 csdis 1 変~'以I{ フ、ロテイ ン ホスファターゼ彼自七もこ|氾述していることを示唆する。
IlA)~'.! プロァインホスファターゼのJ:必jRf|: を fl[ う ppa2・ jli{:i~ :Jこ(Kinoshitact al.， 1990)のタ三
失によってcsdis 1 変 Sl~: が羽 11111 される。 cs disl 変wは、1.1日IA)卯刷1f刊~!プロテイン Fホiドζ ス 7 ア夕一ゼ
のy以4七"北'
}-[されていると考考.えられる口
似 lis)L¥dsk 1とβdislの生育に!訓示:な廷がないこと、 udisl¥dsk I二1[(変災によるcsdis，t.ミ
~W~ をL\ppa2が羽i紛できない、とから、 1.の仮説はjg さな、、。
2. の1ti.，Jlにしたがえば、 )IA)~'j プロテインホスファターゼに結抗する反応はdskl キナー
ゼが|対 Ij.する。以下にcsdis 1変wについて:11ι治した。 dis1 iidl1'1は微小竹に主人合するこ




裂醇f手DNAトポイソメラーゼ、 toplilOpl((Ucmurael al.， 1984)あるいは、 cdc2プロテイン
キナーゼの活性をnに制御するweeli01Jkl+ブロテインキすーゼ(Lundgrenet al.， 1991)で
みられるように、ホモローグの 万の欠失は生合-に影響がないか、温度に依作・せず何ら








cs dis 1 変異のマルチコピーサフレッサ一巡伝子であ・)、 tifft!こ必須な sdsl1~iY:伝手
(Takeuchi 1990)が71I1U立感受十l:lScU13変)'~の変 jtiiI伝 rであることがわかった(Saka 1993)。
蛍自質Xは乙のsds11+.i立伝-[-と閃述するかもしれない d






るのかもしれない。 iE~~~・な染色体は [lfJj1J IflJのキネトコア微小管にぷ応できるが、 csdis 1 
変異ではヴ'jliJ)のキネトコア微小1?としかμ}，必できないために、姉妹染色分体が分離で
きず、しかし、スピンドルのイqJl-i:によってハゾiの仰に配iytされるのかもしれないodisl 
















分裂酵母の一倍体が使われた(GutzCt al.， 1974)0 cs dis 1 288抹は逃去ド示された(Ohkura
et al.，1988)o i1dislC、i1dis1変災株はKurooka .1 992~，-ぷされた。さらに、以下の細胞}i，]期
変異拡が伎われた;nda1 KM311(Hiraoka et a1.，1984)、nuc2・663(Hiranoet al.， 1988)、
cdc2S・22(RusseJland N urse， 1986)、cdc2-33(Nurseel al.， 1976)、cdclO・129(Nurseelal.，1976)、
cdc17・K42(Nas01ythand Nurse，1981)、weel-6、cdc2Iw、cdc2・3w(i¥urse and Thunauλ， 
1980)。完全培地YPDおよび最小培地EMM2が使用された』
喜子{:よ細胞の形n'I'~換、 dsk ドiii伝子のクロ一二ング
分裂昨Hの形Tie!ii;換に r~l"酸リチウム法が似われ子(110 et al.， 1983) ただし、 O.lMt11般
リチウムのpHは4.90分裂依りcsdisl ・ 288変YU~~ を 111芽M:f・}:LEし2ill伝子を選択マーカー
として持ったpDB248'ベクター(Beachand Nurse，1981)でつくった分裂E与はのゲノムライ
ブラリーで形1~~1ム換した cs+lclI+の形tf私J込株から|口l以したプラスミドをサブクローン
して j!~小相手llìDNAltrf片を決定した口制限M，k~マッピングからcs dis 1 変 yl~ を相村lする八似
の独占:したDNA住(rJ~.があることがわかった(Takeuchi 、 1989)コこ才うのフシスミドの・ つ、
pDS1I3がdsk1+泣かiチを合んでいる例 pDS1 n 6(p(dl¥k 1)はpDSll1のPvulI/BglIl2.5 Kbllfr 
片をベクターpSK248のS01a1/Ba01HIに婦人してつくった pDSl l1・ 8 はpDSI13・6~
Mlul/HindIIlで切断後、 ;I~ l~1'l'末211化して作られた o pDS 113 9(p(dsk l-sp))はまずpTDI84を
Eco T221/H pa Iで切断してこi汁li-ぷ214イヒしてpTDIX4EHを作成した"pTH24X(HindIIIで‘201m
ARS'&び、leu2.iti伝 fが切りwせる)をHindIII1)JWfして刊二られる6kb201mARS/leu2を






pTD184EHTCをイjlí:J~ したりこのpTD184EトITC を CIalで切断して仇られる lijj'}'~- をで ifj-JJiA
化して1，iJ上ADHプロモーターに組み込んだ pADII(spacer)(pAS(~MS67))はp~MS67 を
Nde1/S01aIで切断して1!]'られる断)~.を、IL i'1'l"末 ~'(I;化してベクターpAS248のSma]~MÎi.~こ 11F人










須なSacI部位に持入レた(pTD185)門このpTD)85 -T BglI I/PvuIで二汽切lilして線状化した
4.3 KblÐr片で二倍14~TP6D;h刊 leul/leu 1 his2/+ ade6・21O/ade6-216ura4/ura4)を形質転換した。
安定なura令形質転換株の(JLJ分 f解析した。この j存体のDNAをBgJIJ/ClaI-: {(切断してサ
ザーンハイブリダイゼ』シゴンをおこない、 -+II;J組換えによる挿入で予似される大きさ
のDNA~ljr片を検出した向また、火失変異(こ|対しては、 dskl+造伝子を合む2.5 Kb 
B gI1I!PvulI断片をBluescnplKS( 1-)のBamHI厄coRV;y'S1立に挿入して、プラスミドpTD184を
作臥した。次!こ、 pTDl84をMluI!:-¥deI~ '?"[切tJi，て、 dskl+這{云子の内fJの0.7Kb断片を
欠久させて平治末端化!てura4・i主伝チの1.8Kb SmaI断片を挿入した。こうしてできた




本文'j'lでodsk1変異抹とあるのは欠失政法相~(h leul ura4 dskl::ura4令)である。
nmllプロモータ ーによゐ小kril伝子の誘導免税
nrntl+j立伝-{-のプロモーグー(Maundrell，1990)でdsk1 ・itよ伝子を先Jiさせるために、プラ
シミドpREPl(a kind gift 01' Dr.Maundrell)を8amllで切断して、 dsk1 +.ill伝-{・のコー ド領域
を"合んたpTD184T8V1:3のJ.6Kb l:3amHIIOfJtをt前人して、プラスミドpNM(184TBVB)をイ乍
成した。このプラスミトルJ'J"I.IA~(H\1123;h' lclll)あるいはcs dis 1-288変災株(こ2μMテア
ミン有布下で松小府j也七1¥f¥，121'. で形質転換した。 j仰を'1伝換f~ミはまず2μMずアミンを含ん
たE:vtM2 で生育さ什て、刈欽1fNijUi の~:1II胞を jii心タ512i(3000叩m，5分)して、 3[ul洗い、チ
アミン?1号しのEMM2に移した口 nmllプロモータからの，誘導発-YLがはじまるまで、 33・C，10
JI~:II\J を波ヲる。刈敏明地WJ に五íH，~するために、J@ ~Il な1/'.]附で新しいEMM2で交換する。
}-ACScan分析
~:lII J胞のD:'\A合 ;1:- をモニターするためにベクトンデキンソンFACScan をm いた。方法は
Costello el a 1.， 1986に矧似したo -2x 10 7細胞を集w後、 0.5mlの水で洗浄-0.2mlの水に懸
制して、 150m140%エタノールを}JIえてポルテックス、 200μ160%エタノー jレを加えてボ
jレテックス、5lIに、もう -1111200μ160%エタノールを加えてポlレテックス。ltY:t灸に750μ1
100%エタノー jレを加えてよくポルテックスして此ぜる。これを4'C でで、 ~一.)，川たイ佼文{似九公;託叫jH品ihLUlJ心I/
42 
0.5rnl氷冷却mMクエン酸ナトリウム(pH7)で洗浄する。 0.5mlの同じパッファーに懸濁し
て、 10mg/mlRNase A(Sigma，boiled m 1E)の50μiを加えて37C 2時間以ト保治した。こうし
て剥製したサンプルの50μl~ シ r訟で 10倍汗i釈して propidlUm iodide(Slgma，ストックは
2.5mg/ml in Na-citrate buffcr)を&終波皮10μg/ml加える。
ItU按免疫蛍光法
分裂防~fリ:の間接免疫蛍光r:l~は必本的にHaganand Hyams，1988;Hirano elal.， 1988に従った司
車111胞のメタノール悶定は)jl~本的にはBooherCl al.，1989に従った。まず細胞をWhatman
GF/C(glass misrofiber filer，2.4 cm)で集a.jして、予め冷やした2mlメタノ ール(スピッツ管)
にそのフィ lレターを反して少なくとも8分以上・80'Cで冷却する。その後、 1mlの水を加
えてピペッテイングで*111胞を Y イ jレターから剥かす。フィルターを除いた後、~~こ5ml
の水を加えてボルテックスで}怒泌する(i;j'IOml) 泣心(3000rpm，5分)して52必i、次に
PEMS(O.l:v1 PIPES，l m:v1 EGTA，O.l mM :V1gS0.:.1.2M sorbuol pH6.9)で洗浄するー0.1・0.5
mg/mlサイモリエース合PEMS.-懸泊して37C 10分保jilする g 次に、 1% lnton X-100合
PEMSγ10秒f立}~濁する 。 PEr-. l で、3 巨i洗浄後、 PEMBAL(l%BSA，O.l %アジイヒTトリウム.
O.lMリジン合PEM)にj15・制して4・Cに{料品する。以降はグjレタルアlレデヒド/パラホルム
ア lレデヒド [~jl 定の操作:と lïiJ じ臼 Hc トリ/{ノソーマαf ュープリンモノクローナ lレtlC1.t.:
TAT-l(a kind ofDr.K. Gulりは分裂M~f:J:の微小，;・染色に使われた(Woods Cl al.‘lり89;Hagan
and Yanagida，1990)ロたたし、ザイモリエースのj役jifは).2mg/mlであっ t:.0 iLdsk 1 fLイ本は




イムノプロットのjijjiは必本的にTo¥¥binCI al.(197り)に従った。 1l1.し、 次ーHt:W:立5%ス
キムミルク合PBSで200fl~iヨfl( たHRPt:，'iU-;t l'テイ /AをHJい、必:JH，iECl化学蛍光法
(Amcrsham)を川いた。tJ't:燐n変化ナロシンむLイよ(PY20.lC~ Imrnunoblologlcalサドよるイムノ
プロットは必本的にMorrisonCL al.，(l988)のブj1liに従ったι まず、フロットを2%BSA合
TsS(IOmM Tris-HCl，150mM NaCl，pH8)でブロックする J そのf灸、プーロットをTBST(0.05%
Tween 20合TBS)で5分ずつ211i先行トする。丁目STで100011"，好i釈した抗紡般化チロシン抗体
と五jiuで1JlS 1/'.] あるいは4・ CでーI~~似jiltiする その後、 T8STで10分すaつ31!.!li先行寸る。二
次t/Lイイ;はT8STで、30()ifj(こAZHしたHRP利子i"f/t:マウスlζGtJL科、を)IJい、出i品でl!iMilf民jdし
た 3 その後、 T8STで10分ずつ1"1洗浄した。fJLcdc2t ，t1，t~()以1:.柑f ， .KiJ~先(-1=)ぷ5略スキムミ
ルク合PsSで10倍希釈した。fJl.dsk1 抗体のアフイーテイ ffl 烈は込I~本 (1なにはOhkur壬let 
al.，1989に従ったo 似し、抗体JIII'Iは2印nMGlycintユIICl(pH2.3)，O.5MNaCl，lOOμιIml BSA 




ァーはMHB(25mt>.1Tns HCl pH7.5，15m.¥l1 EGTA，150mM NaCI，60mM 
B-glycerophosphale，15mM P nltfophenylphosphale，O.lmM KaF，lmM D1寸.0.1% NP-40，15mM 
MgCl2 ，0.4mM Na)V04，lmM PMSF，lOmg/ml soybcan lrypsin inhibitor，lOmg/ml TPCK，lmg/ml 
aprounin)。また、細胞は注心で集菌後、必ずSlOpbuffer(O.15M NaCl，50mM NaF，lOmM 
EDTA，lmM NaN3 pH8)で洗浄したm 免疫沈殿は6mg可溶性蛋白質から1った。免疫沈殿
は基本的にShiozakiand Yanagida，] 992;Harlow el al..1988に従った。
PAP処理!
'Jl6mgの可溶性1frtl'.nから200mlのアフィニアイ粕製した抗dskl抗体で免疫沈殿を行い、
Cooper el al.， 1986に従いpOlalOacid phosphatase(PAP，Boehringer，grade 1)で処均した。抗
dskl免疫抜合体をMH13で5101洗浄後、ホスファターゼバッファー(40mMPIPES，lmM 




で崎益して、 3x1 06 cells/ml以卜の*IIIJ泡波j立のIì~ . に 1mCi(あるいは燐酸化アミノ酸分析には
10 mCiを使用)無様絞依(011¥.1llCI)と同公の0.1M Tris(pH 1 J)を加えて14γ3・4時11]培養す
る。細胞質抽出液の悶裂、免泣沈殿はJL本(1なに I述に[iJじ {1し、 pDS113・9(p(dskl-sp))





抗体の捌4'<:、入品 ~Id北 1(bd北 1)の3134
アミノぷ端23政)J~ を欠火したdskl ポリペアイ・ドとスペーサ -~Jl減からなるのlく l ポリペ
プチドを1づシステム(Sludielel al.， 1986)で大)t).;-1A:iでつくった。まず、プッスミドpUCl18
の1')indlIIms位!こ1Qllcr 13am 1I 1リンカ一(Takarashuw)を1fi人してpUCll8Bを作成した。こ
のプラスミドのXbaIì~Ml/: に、 dsk1.泣{云(-のスペー サ --pJi域を合む0.4Kb EcoT22JfMJuIWr 
Meを邦人して、プラスミトpS67Pを作成した。このプラスミドの0.4Kb BamHH~rr-片をプ
ラスミドpAR3039のBamHI i~áS f立.こ1Ii入してプラスミドpARDS18・lを作成した。このプラ






ドpTD184TBVBを作成したo 、のプラスミトの16 Kb BamHl断片はdskl+泣伝:-"[-のアミ
ノ末端23伐2Lを欠失しているかわりに、 B-galaclosldascのカルボキシjレ末端12残基を付加
している。この断片をプラスミドpAR3039のBamHIMS位に挿入してプフスミド
pARDS18・3を作成した。このプラスミドpARDSI8-3は大腸菌BL21 (D E3) li1で人;lトのポリ
ペプチド(分子量60Kd)を産ととした。これら二砲のポリペプチドをWanCl al.， 1985の方法
に従って私製してウサギを免疫した(Hiranoer al.， 1988) 37・Cで培長Lt-大脇白から
inclusion body分画を10∞0巾mlO分の注心で513め、 bufferA(5OmY1 Tris-HCl pJl7 .5，0.1 M 







，;1 6mgの IIJ溶↑fj:_ タンパク白からアフィニテイ ~'IIJ~・1 した }/Ldsk1抗体でc1skl免鋭佐令体を
捌24した。免疫抜合体は.¥I11Isで3101洗浄後、 KAB(50mMTris-HCl pH7.5，lOmM 
五19C1
2
，1 mM DTT，lmM PMSr-，O.4ml¥1 ~~ ¥10.)で3lIJ(.;..:.浄したーその後、免波紋介体は10ml
KABで100mM ATP，IOmCl r・32P-ATP，O.5mg/mlMBP(bovine brain，Sigma)あるいは0.5mg/ml
histOne Hl(calf tymus，B∞hringer)存在・ドで25・C，15分保jAした 但し、全ての以此、は25Cで
5分子め似品iした。 J:i.応はS))Ssamp)e bufferの添加l、5分の;fiji;で行ったo 32pラベルされ
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